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1 UVOD 
Že več tisoč let si ljudje z raznimi pripomočki in pripravki prizadevamo izboljšati ali poudariti 
naš videz. Tudi danes, tako moški kot ženske, posvečamo veliko časa in denarja za 
kozmetiko, vendar smo vedno bolj pozorni na njene sestavine, izvor in način delovanja 
(Rinaldi, 2008). S tem pa je kozmetična industrija postala ena največjih na svetu, kjer jo 
obvladuje majhno število multinacionalnih korporacij, nastalih v začetku 20. stoletja, vendar 
je distribucija in prodaja kozmetike porazdeljena med široko paleto različnih podjetij. Zaradi 
vedno večje konkurence na trgu in vedno bolj zahtevnih uporabnikov se kozmetična podjetja 
trudijo prehiteti svoje tekmece s predstavljanjem izdelkov, ki so narejeni na podlagi rezultatov 
biotehnoloških, bioloških in kemijskih znanosti in tako ustvariti bolj dovršene izdelke, ki 
uporabnikom nudijo le nekaj manj kot večno lepoto (Rinaldi, 2008). 
  
V tem diplomskem delu je predstavljena povezava med biotehnologijo in kozmetičnimi 
izdelki, s poudarkom na mikrobni produkciji le-teh.  
2 KOZMETIKA IN NJENI ZAČETKI 
Slovar slovenskega knjižnega jezika navaja definicijo, da je kozmetika lepšanje in nega kože, 
zlasti na obrazu, in las z uporabo ustreznih sredstev. Vendar pa najdemo tudi drugačne 
definicije. Cambridge dictionary besedo kozmetika razlaga kot snovi, ki jih damo na obraz ali 
telo z namenom izboljšati videz (Cambridge dictionary, 2017). Beseda kozmetika izhaja iz 
grške besede cosmeo, kar pomeni tehnika oblek in okraskov, vendar pa so kozmetiko prvi 
začeli uporabljati stari Egipčani že 10 tisoč let pred našim štetjem, ko so odkrili zdravilne 
učinkovine aromatičnih olj. Od te točke naprej je kozmetična industrija začela hitro naraščati, 
kmalu pa je postala pomemben del religije. Ljudstva so svojo predanost in čaščenje bogovom 
izkazovala z množično uporabo aromatičnih olj, črtal za oči in ostalimi izdelki, ki so 
poudarila njihov videz (Cosmetics …, 2017). Čeprav so bili nekateri od teh izdelkov nevarni 
ali celo strupeni; med drugim so za izboljšanje videza uporabljali arzen, svinec in živo srebro, 
se priljubljenost njihove uporabe ni zmanjšala, v sledovih pa so ti elementi prisotni še danes 
(Hepp in sod., 2014). Ko je kozmetična industrija presegla meje Egipta se je srečala z 
različnimi odzivi. V Grčiji in v Rimu je v njenih začetkih naletela na odpor, kasneje pa so 
Rimljanke veljale za grde in neprivlačne, če kozmetike niso uporabljale. Tudi v ostalih 
civilizacijah je kozmetična industrija doživljala vzpone in padce. Na Kitajskem so ženske 
navadnega sloja usmrtili, če je imela v javnosti pobarvane nohte, saj je bil to privilegij 
bogatejših. Podobno pa je bilo na Japonskem, kjer se je bilo plemiškim gospem prepovedano 
javno sprehajati brez celostne kozmetične obdelave (Cosmetics ..., 2017). 
 
Srednji vek v Evropi je bil čas, ko je kozmetika skoraj izginila iz javne uporabe in je bila 
dolgo časa namenjena le gledališču. Skozi stoletja se je odnos do kozmetike spreminjal, prav 
tako pa so se spreminjale in razvijale nove kozmetične tehnike. Ženske so uporabljale žgalne 
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tehnike za potemnitev oči, barvo jagod in drugih naravnih barvil za obarvanje ustnic in celo 
urin mladih fantov za bledenje peg, vendar pa smo prišli od kozmetike iz časov starih 
Egipčanov do znanstveno naprednih izdelkov danes, ki nam ponujajo neskončno izbiro njene 
uporabe (Cosmetics ..., 2017). 
3 BIOTEHNOLOGIJA V KOZMETIKI 
Najnovejši trendi v kozmetiki temeljijo na sodobnih raziskavah, ki vključujejo uporabo znanj 
biotehnologije, genetsko profiliranje za individualno nego kože ali prehranske režime, 
produkte in terapije za regeneracijo staranja tkiva, ki temeljijo na matičnih celicah in celičnem 
oziroma tkivnem inženirstvu za kozmetične namene. Pomembna je tudi uporaba stabilnih 
encimov, ki pomagajo pri aktualnih aplikacijah za popravilo poškodb kože po pretirani 
izpostavljenosti sončnemu sevanju ali za zmanjšanje pigmentov v starostnih pegah. Z uporabo 
ustreznih polimerov pa se dosega podaljšanje vlaženja kože ali poveča napetost kože, kar 
zmanjša videz linij in gub (Rinaldi, 2008). 
 
Tudi matične celice niso več le predmet raziskav v medicini, njihov potencial za izdelke za 
nego kože že raziskujejo nekatera naprednejša kozmetična podjetja. Biotehnološko podjetje 
Proteoderm je zelo uspešno v kozmetični liniji izdelkov proti staranju, ki temelji na derivatih 
matičnih celic. S tem je postalo prvo podjetje, ki je matriko proteinov pridobilo iz 
neembrionalnih matičnih celic, prav tako pa ne uporabljajo encimov, kolagena ali rastnih 
faktorjev, kar druga podjetja uporabljajo v njihovih izdelkih proti staranju kože. Navdih so 
dobili pri navideznem žarečem obrazu nosečnic in prišli do ugotovitev, da žensko telo med 
nosečnostjo poveča proizvodnjo specifičnih proteinov v odgovor na izločke zarodka. Ti  
proteini vplivajo na specifične receptorje v fibroblastih in keranocitih na način povečanja 
produkcije kolagena. Podjetje Proteoderm je izločke patentiralo in razvilo formulacijo 
pridobivanja proteinov v kulturah človeških izvornih celic. Njihovi produkti se uporabljajo v 
kozmetične namene za preprečevanje posledic staranja, gubanja in spreminjanja pigmentacije 
kože kot tudi za zdravljenje različnih dermatoloških stanj. Za razliko od injiciranja kolagena v 
ekstracelularni prostor, ta metoda s specifičnimi proteini poveča naravno nastajanje kolagena 
(Cohen, 2008). 
 
Kot posledica vse večje uporabe znanosti v kozmetiki je meja med kozmetičnimi in 
medicinskimi raziskavami vse bolj zabrisana, saj laboratoriji večjih kozmetičnih podjetij 
opravljajo  vrhunske raziskave na področjih matičnih celic, delovanju antioksidantov in 
procesov staranja. Poleg glavnega cilja v kozmetiki, ki je upočasniti procese staranja kože, so 
raziskave usmerjene tudi v razvoj terapij proti resnim zdravstvenim motnjam, predvsem na 
področju dermatologije. Obratno pa so različna biotehnološka podjetja, predvsem tista, ki 
raziskujejo načine spodbujanja popravljalnih mehanizmov DNA ali  procese celjenja ran, 
pridobila patent za uporabo nekaterih molekul v kozmetični industriji. Nekatera od njih so 
celo vstopila na trg z lastno linijo kozmetičnih izdelkov (Nasto, 2007). Dober primer je 
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biotehnološko podjetje Helix Biomedix s sedežem v Bothellu, ki je patentiralo že več kot 80 
lastniških peptidov za uporabo v kozmetiki za nego kože. Po navedbah družbe obstaja že več 
kot 20 izdelkov na trgu, ki vsebujejo njihove peptide (Helix Biomedix, 2017). 
 
Glavna prednost in finančno olajšanje pri kozmetičnih izdelkih v primerjavi z zdravili je 
možna prodaja izdelka brez predhodnih kliničnih testov, kar je pri zdravilih obvezno. Klinični 
testi zahtevajo večletno delo, kar upočasni proces od ideje do izdelka, hkrati pa ta proces in 
posledično izdelek močno podraži. Posledično mnoga biotehnološka podjetja proizvajajo 
kozmetične izdelke, saj jim služijo kot nov vir prihodkov za financiranje njihovih osnovnih 
raziskav. Zabrisana meja med zdravili in kozmetiko ustvarja zmedo pri potrošniku, saj trditve, 
da izdelek temelji na sodobnih zdravstvenih raziskavah, dajejo potrošniku vtis, da so izdelki 
tako učinkoviti in preizkušeni kot zdravila (Rinaldi, 2008). 
 
Eno glavnih področij, kjer se kozmetična industrija in zdravstvo najbolj prepletata, je 
zdravljenje poškodovane kože oziroma upočasnjevanje njenega procesa staranja (Giacomoni, 
2005).  
 
 
Preglednica 1: Biotehnološka podjetja v kozmetični industriji (Nasto, 2007) 
Podjetje Produkti/aktivnost 
Agi Dermatics DNA popravljalni encimi, ki se prenašajo preko liposomov in so 
namenjeni za nego kože 
avVaa World Heathcare Produkti na osnovi salicilne kisline in drugih naravnih sestavin, ki se 
uporabljajo pri razdraženi koži, ob ekcemih, luskavici, aknah in  
dermatitisu 
DermaPlus Produkti, ki temeljijo na tropoelastinu, ki je prekurzor elastina.  
DermaGenetics, a GeneLink 
company 
Genetski profili za oksidativni stres, zdravje kože in njeno staranje 
Greentech Izvlečki iz naravnih virov za uporabo v kozmetiki 
Helix Biomedix  Bioaktivni peptidi 
Proto Medix Produkti na osnovi naravne kolagenske matrice, ki usmerjeno deluje na 
tkivno regeneracijo akutnih in kroničnih ran, z namenom zmanjšanja 
brazgotin in hitrejšega celjenja ran 
 
SkinMedica Fibroblastni rastni faktor, ki pospešuje celjenje ran 
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4 NEKATERI MIKROBIOLOŠKI PRODUKTI, KI SE UPORABLJAJO V 
KOZMETIKI 
4.1 HIALURONSKA KISLINA  
Hialuronska kislina je naraven in linearen polimer, sestavljen iz ponavljajočih se enot N-acetil 
glukozamina in glukuronske kisline (Liu in sod., 2011). Kot posledica karboksilnih skupin je 
hialuronska kislina negativno nabita molekula, kar ji omogoča vezavo velikih količin vode. V 
našem telesu jo najdemo kot del živčnega in vezivnega tkiva, v koži, v očesni steklovini pa 
tudi v sklepih. Zaradi visoke zmogljivost zadrževanja vode in visoke biokompatibilnosti je 
hialuronska kislina postala pomemben sestavni del večjih farmacevtskih, biomedicinskih in 
kozmetičnih izdelkov z visoko tržno vrednost po vsem svetu. Odvisno od vrste in funkcije 
končnega izdelka se razlikuje dolžina verige hialuronske kisline, ki nadaljnjo definira njeno 
uporabo (Sze in sod., 2016).   
 
 
 
Slika 1:  Gradbena enota hialuronske kisline (Liu in sod., 2011) 
 
4.1.1 Produkcija in biosinteza hialuronske kisline 
Za njeno pridobivanje so včasih uporabljali petelinje grebene, danes pa se vse pogosteje 
pridobiva s pomočjo biotehnologije, saj s tem načinom zmanjšamo nevarnost potencialnih 
živalskih toksinov (Kogan in sod., 2007). Liu in sod. (2011) navajajo, da oba pristopa na 
področju varnosti uporabe predstavljata določeno tveganje, saj hialuronska kislina izhaja, ali 
iz živalskih tkiv ali iz bakterij rodu Streptococcus, ki so patogene in proizvajajo endotoksine.  
 
Industrijska proizvodnja hialuronske kisline z uporabo mikroorganizmov in ne z izolacijo iz 
tkiv je bila prvič uspešno izvedena leta 1980. Pri tem se najpogosteje uporabljajo bakterije 
vrste S. zooepidemicus ali S. eqiu., ki v optimalnih pogojih kultivacije producirajo 6-7 g/L.  
Vendar pa se pri produkciji hialuronske kisline s pomočjo bakterijske vrste S. zooepidemicus 
soočajo s tremi večjimi problemi. Bioprocesna brozga hitro doseže zelo visoko viskoznost, 
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zaradi katere nastopi slabo mešanje in posledično nizka stopnja prenosa kisika, zato je 
proizvodnja hialuronske kisline močno omejena. Druga težava je, da obstaja močna 
kompeticija med sintezo hialuronske kisline in rastjo celične biomase, saj imajo skupne 
prekurzorje, kot so  UDP-N-acetil-glukozamin in UDP-glukuronska kislina. Tretji problem pa 
je nastajanje mlečne kisline kot glavnega stranskega produkta sinteze hialuronske kisline. 
Njeno  kopičenje vodi do  inhibicije celične rasti in sinteze hialuronske kisline (Liu in sod., 
2011). Kot alternativni vir hialuronske kisline in nadomestni način proizvodnje se lahko 
uporabljajo rekombinantni mikroorganizmi, ki ne proizvajajo endotoksinov, kot so bakterije 
rodu Bacillus ali Escherichia coli, in zato ne predstavljajo varnostnega tveganja. Ta način 
proizvodnje je v začetku zahteval natančno poznavanje genov, ki kodirajo biosintezno pot 
hialuronske kisline, nadaljnje delo pa se je osredotočalo na optimizacijo sestavo gojišč in 
pogojev kultivacije (Sze in sod, 2016). Trenutno najbolj razširjena proizvodnja hialuronske 
kisline poteka v bakteriji Bacillus subtilis, grampozitivni bakteriji, ki je postala industrijski 
mikroorganizem za proizvodnjo ne le hialuronske kisline, temveč tudi mnogo drugih 
produktov. Ker ne proizvaja ekso in endotoksinov, so številni proizvodi dobili GRAS (ang. 
generally recognized as safe, splošno priznano kot varno) oznako (Widner in sod., 2005).  
 
Biosinteza hialuronske kisline se začne s fosforilacijo glukoze z encimom heksokinaza, da 
dobimo glavni prekurzor, glukozo-6-fosfat. Nadalje se hialuronska kislina sintetizira po dveh 
različnih poteh, katerih končna produkta sta glukuronska kislina in N-acetilglukozamin, ki 
skupaj s pomočjo encima hialuronska kislina sintaza tvorita eno enoto hialuronske kisline 
(Slika 1) (Sze in sod., 2016).  
 
V prvem nizu reakcij se glavni prekurzor glukoza-6-fosfat pretvori v glukozo-1-fosfat, 
kateremu se s pomočjo encima doda UTP, nastane UDP-glukoza, ki preko encima UDP 
glukoza dehidrogenaza oksidira v UDP-glukuronsko kislino, ki je prvi od prekurzorjev 
hialuronske kisline. V drugem nizu reakcij se glukoza-6-fosfat s fosfoglukoizomerazo 
pretvori v fruktozo-6-fosfat. V nadaljnjih reakcijah se pretvori v glukozamin-6-fosfat, 
modificira v glukozamin-1-fosfat, in se nato večkrat zaporedoma acetilira in fosforilira preko 
encimov acetiltransferaze in pirofosforilaze v drugi prekurzor UDP-N-acetilglukozamin (Sze 
in sod., 2016). Vendar pa obstaja kompeticija med sintezo hialuronske kisline in ostalimi 
procesi v bakterijskih celicah, kot so sinteza celične stene, gradnja biomase in produkcija 
laktata, saj si nekatere prekurzorje delijo. Najpomembnejši od njih je glukoza-1-fosfat, 
pomembna pa sta tudi UDP-glukoza in UDP-N-acetilglukozamin. Posledično visoka 
specifična hitrost rasti bakterijskih celic ni najbolj ugodna za sintezo hialuronske kisline, zato 
jo s spreminjanjem pH gojišča iz nevtralnega v bazično ali nižanjem temperature na območje 
izven optimalne rasti poskušajo zmanjšati (Liu in sod., 2011). 
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4.1.2 Uporaba hialuronske kisline 
Hialuronska kislina se v medicini uporablja že več kot 40 let. V začetku so jo uporabljali 
predvsem pri očesnih operacijah pri odstranitvi sive mrene ali presaditvi roženice, danes pa so 
nova znanja na področju zdravljenja primarnega osteoartritisa pokazala, da je koristna tudi na 
tem področju, zato se jo vbrizgava v prizadete sklepe, saj zaradi svoje elastičnosti oziroma 
viskoznosti zavira propadanje hrustanca (Bregar, 2002). Z medicinskega vidika je pomembna 
tudi pri celjenju opeklin ali ran, lahko je kot sestavina v kožnih pripravkih ali pa kot vlažilno 
sredstvo, ki pripomore k regeneraciji tkiva (Anderluh, 2016).  
 
Njena najbolj razširjena uporaba pa je v kozmetiki, kjer se uporablja kot sestavina v kremah 
za vlaženje kože in proti gubam, vendar pa zaenkrat še ni znanstvenih dokazov, ki bi kazali na 
to, da se z uporabo pripravkov, ki vsebujejo hialuronsko kislino procesi staranja kakorkoli 
ustavijo ali upočasnijo. Vedno bolj priljubljena pa postaja pri lepotnih popravkih glajenja gub 
ali kot polnilo ustnic ali ličnic v plastični kirurgiji (Kogan in sod., 2007). V letu 2009 je bil 
svetovni trg dermatoloških polnil ocenjen na 759 ameriških dolarjev. Podatki iz  Medical 
Insight navajajo, da na trgu obstaja skoraj 100 različnih dermatoloških polnil, približno 
polovica jih temelji na hialuronski kislini. Ameriško združenje za estetsko plastično kirurgijo 
poroča, da je leta 2004 približno 23 000 dermatologov, plastičnih kirurgov in kozmetologov v 
Združenih državah Amerike izvedlo več kot 11,8 milijonov kirurških in nekirurških lepotnih 
operacij, sorazmerno pa se trg dermatoloških polnil po letni stopnji rasti povečuje, za leto 
2011 v ZDA za 25 % in več kot 20 % v svetu (Liu in sod, 2011).  
4.2 PRODUKTI MIKROALG 
Izvlečki mikroalg se v kozmetični industriji uporabljajo v izdelkih za nego kože in las. 
Njihovo delovanje upočasnjuje procese staranja kože, delujejo obnovitveno, so prisotni kot 
antioksidanti ter ustvarjajo zaščito pred soncem in UV žarki (Kim in sod., 2008, Martins in 
sod., 2014), (Preglednica 2). Večkrat nenasičene maščobne kisline (ang. polyunsaturated fatty 
acids, PUFAs), predvsem linolenska kislina, igrajo pomembno vlogo pri preprečevanju 
dehidracije kože. Glavni producenti PUFA so mikroalge vrst Spirulina platensis, Tetraselmis 
suecica, Porphyridium cruentum in Chaetoceros calcitrans, ki imajo visoko vsebnost teh 
maščobnih kislin (Hirano in sod., 2011). V kozmetiki pa se uporablja tudi sporopolenin, 
protein, ki ga najdemo v mnogih mikroalgah (Dunaliella salina, Chlorella fusca in 
Scenedesmus sp.), saj ščiti pred UV sevanjem, zato ga dodajajo v sončne kreme (Borowitzka, 
2013). Poleg navedenih učinkovin mikroalge producirajo tudi barvila. Fikoeritrin in 
fikocianin sta barvili iz rdečih in modro-zelenih vrst mikroalg in jih najdemo v senčilih za oči 
(Kim in sod., 2008). Mikroalge vrste Dunaliella salina pa so pomembni producenti beta-
karotena, ki je v nadaljevanju podrobneje predstavljen.    
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Preglednica 2: Komercialno dostopni izvlečki mikroalg v kozmetične namene (Hayes in Garcia-Vaquero, 2016)  
Podjetje Aktivna učinkovina Vrsta mikroalge Delovanje 
Exsymol S.A.M Proteinsko bogat izvleček Spirulina sp. Učvrstitev obraza in trupa, 
deluje proti staranju 
 
AGI Dermatics Fotoliaza v liposomu Anacystis nidulans UV zaščita kože 
Greentech Izvleček, bogat z 
oligosaharidi 
Halymenia durvillei Zmanjša celični rastni cikel 
keratinocitov 
 
Codif Izvleček, bogat z 
oligopeptidi 
Chlorella vulgaris Sinteza kolagena, obnova 
tkiva, zmanjšanje gub 
 
Algenist Izvleček, bogat s 
polisaharidi in olji 
Chlorella vulgaris Upočasnjevanje procesov 
staranja 
 
4.2.1 Beta-karoten 
Beta-karoten spada med organska barvila, ki dajejo sadju in zelenjavi značilno rumeno-
oranžno-rdečo barvo. Posledično velikokrat obstaja prepričanje, da se ta barvila nahajajo le v 
korenju, meloni, mangu, papaji, marelicah, bučah, paradižniku, papriki in ostalih rastlinah teh 
odtenkov. Vendar so v velikih količinah prisotni tudi v zelenih rastlinah, kjer njihova barva ne 
pride do izraza, saj nad njo prevladuje zelena barva, ki je posledica visoke koncentracije 
klorofila. Take rastline so ohrovt, špinača, rabarbara, zelje, brokoli, alge, detelja, lucerna, 
kopriva, trpotec in druge (Kidmose in sod., 2005). Mikroalge vrste Dunaliella salina, 
predstavljajo naravni vir karotenov in za uporabo v farmacevtskih, živilskih in kozmetičnih 
aplikacijah zaradi lažje proizvodnje predstavljajo pomembnejši vir za pridobivanje beta-
karotena (Guedes in sod., 2011). Karotenoidi imajo v mikroalgah več funkcij. Sodelujejo pri 
zbiranju svetlobe, prispevajo k stabilizaciji strukture mikroalge, hkrati pa inaktivirajo proste 
radikale. Bistvena je njihova antioksidativna aktivnost, saj je osnova za zaščito pred 
oksidativnim stresom. (Demming-Adams in Adams, 2002). Podobno vlogo ima v rastlinah, 
kjer je pomemben pri absorpciji svetlobe za fotosintezo in kot zaščita pred oksidativnimi 
poškodbami, zaradi česar je beta-karoten postal zanimiv tudi v farmacevtski in kozmetični 
industriji. Beta-karoten ima štirideset atomov ogljika ter na vsaki strani verige dva beta 
obroča (Slika 2). Spada v skupino karotenov, skupaj z alfa, gama in delta karoteni, vsi skupaj 
pa so del skupine terpenov (Kidmose in sod., 2005).   
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Slika 2: Kemijska zgradba beta-karotena (Beta carotene, 2017) 
 
4.2.1.1 Produkcija in biosinteza beta-karotena  
Mikroalge vrste Dunaliella salina soše vedno najbogatejši in najboljši vir beta-karotena 
(Emeish, 2012), saj njegova vsebnost lahko predstavlja tudi več kot 8 % suhe mase (Lamers 
in sod., 2008). V optimalnih pogojih kultivacije je lahko produkcija beta-karotena 114 g/L 
(Emeish, 2012). Dunaliella salina je vrsta halotolerantne gibljive zelene enocelične alge, ki 
kot odgovor na UV stres proizvaja beta-karoten (Kleinegris, 2010). Čeprav so bile objavljene 
številne raziskave biotehnološke pridelave beta-karotena, so molekularna osnova in regulacija 
genov, ki so vključeni v biosintezo beta-karotena v mikroalgi Dunaliella salina slabo poznani 
(Ramos, 2008). Celica se iz zelene spremeni v oranžno barvo, kloroplasti se skrčijo, 
tilakoidne membrane pa zmanjšajo (Slika 3). Beta-karoten se lokalizira na lipidnih kapljicah 
znotraj kloroplastov, kjer lahko absorbira in nevtralizira škodljive kisikove radikale, 
proizvedene zaradi prekomernega UV sevanja in izpostavljanja soncu (Kleinegris, 2010). 
Seperacija beta-karotena iz mešanice drugih karotenoidov temelji na polarnosti spojine, saj je 
beta-karoten nepolarna spojina, zato jo lahko ločimo z nepolarnim topilom, kot je heksan 
(Mercadante in sod., 1999).  Izbira pogojev kultivacije je zelo pomemben faktor, ne samo v 
smislu dobre rasti organizma, ampak zagotavljanje prednostne rasti in hkrati zaviranje rasti 
ostalih organizmov, kar je izrednega pomena pri kultivaciji v odprtih bazenih, kjer ponavadi 
gojijo mikroalge vrste Dunaliella salina za industrijsko uporabo. Je ena najbolj tolerantnih 
organizmov, saj lahko preživi tudi v območju do 31 % NaCl, raste v zelo širokem območju 
pH (1-11).  Prav tako ima široko toleranco pri temperaturi, saj uspeva že pri 0 °C pa vse do 38 
°C. Ko imamo zagotovljeno optimalno temperaturo vode, dovolj svetlobe in primerna hranila, 
je fotosinteza lahko omejena s koncentracijo ogljikovega dioksida, kjer z dodajanjem le-tega 
lahko povečamo produkcijo (Emeish, 2012). Danes se poleg kultivacije v odprtih bazenih 
uporabljajo fotobioreaktorji, ki imajo v primerjavi s kultivacijo v odprtih bazenih nekaj 
pomembnih prednosti. Sami prilagajamo intenziteto svetlobe, hranila in ogljikov dioksid, 
zmanjšamo verjetnost kontaminacije z drugimi mikroorganizmi ter nismo odvisni od 
vremenskih pogojev. Čeprav bioreaktorji ponujajo mnogo prednosti, se zaradi finančnega 
vidika še vedno pogosteje uporablja starejši način kultivacije. Pri produkciji beta-karotena 
imamo dve fazi kultivacije. Vegetativna faza predstavlja fazo rasti celic, zato jim zagotovimo 
optimalne pogoje za rast, saj je cilj produkcija biomase. To vključuje potrebna gnojila, 
temperaturo, primerno koncentracijo slanosti in primerno intenziteto svetlobe. Druga faza je 
produkcijska faza, v kateri se usmerimo v proizvodnjo beta-karotena, zato moramo celice 
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izpostaviti stresnim pogojem. Stres izzovemo s pomanjkanjem hranil, visoko intenziteto 
svetlobe in povečanjem slanosti (Ben-Amotz, 1995).  
 
Biosinteza karotenoidov poteka po terpenoidni poti. Najprej se iz acetil CoA po mevalonatni 
poti sintetizira izopentenil pirofosfat (IPP), ki je glavni prekurzor za sintezo karotenoidov. Ta 
se nato preko izopentil pirofosfat izomeraze in različnih sintaz pretvori v genarilgenaril 
pirofosfat (GGPP). S kondenzacijo dveh enot genarilgenaril pirofosfata (GGPP) je celica 
sposobna sintetizirati beta-karoten, kot tudi ostale karotenoide, npr. lutein in zeaksantin. 
Genarilgenaril pirofosfata (GGPP) nato fitoen sintaza pretvori v likopen (Ye in sod., 2000). 
Od tu naprej se poti razcepijo, ali do nastanka luteina, ali do nastanka beta-karotena, ki se 
lahko naprej pretvori ali v zeaksantin ali v vitamin A, ki je za nas esencialen (The university 
of Arizona, 2017).  
 
 
Slika 3: Dunaliella salina v različnih pogojih (A) Zelena celica, izpostavljena stresnim pogojem. (B) Celica pod 
stresom se spreminja v oranžno barvo (C) Zaradi skladiščenja beta-karotena se celica, izpostavljena stresnim 
pogojem spremeni v oranžno barvo (Ramos, 2011).  
 
4.2.1.2 Uporaba beta-karotena 
Beta-karoten je v našem telesu nepogrešljiv, saj je provitamin vitamina A in je tako 
esencialen za naše življenje (Strobel, 2007). V jetrih se ob potrebi oziroma pomanjkanju 
pretvori v vitamin A in tako posledično povečuje odpornost organizma (Ophardt, 2014). 
Poleg tega se uporablja za prehranska dopolnila, saj je dober antioksidant, spodbuja delovanje 
imunskega sistema in blagodejno vpliva na zdravje in preprečevanje očesnih in srčno-žilnih 
bolezni (Johnson, 2002). V živilski industriji se uporablja kot barvilo (barvanje margarine, 
sadnih jogurtov in gojenih rib) (Vilchez in sod., 2011).  Uporablja se tudi v medicini, 
predvsem na področju dermatologije pri zdravljenju kožnih bolezni, kot so sončna urtikarija, 
eritropoetska protoporfirija in lupus. Predvsem v zadnjem času je beta-karoten tudi sestavina 
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nekaterih izdelkov za nego kože in kozmetiko, vključno z izdelki za čiščenje in vlaženje kože, 
sončnih kremah, ličilih, losjonih za lase, v izdelkih za kopanje in izdelkih za nego. Pri 
izdelkih proti staranju kože naj bi beta-karoten kot antioksidant zagotavljal zaščito pred 
poškodbami sonca zaradi UV žarkov in opeklin, pomagal izenačiti ten kože in izboljšal 
teksturo kože. Raziskave so pokazale, da beta-karoten kot prehransko dopolnilo res ščiti kožo 
pred sončnimi opeklinami in oksidativnimi poškodbami zaradi izpostavljenosti soncu, vendar 
pa je njihov učinek premo sorazmeren s časom uporabe prehranskih dopolnil, ki vsebujejo 
beta-karoten (Köpcke in Krutmann, 2008). Prav tako ni dokazano, da se zmanjša tveganje za 
nastanek kožnega raka. V trgovinah vse pogosteje lahko zasledimo izdelke z dodanim beta-
karotenom. Primer je slovensko podjetje Kozmetika Afrodita, ki je pred kratkim predstavila 
novo linijo izdelkov vlažilnih, regenerativnih, očesnih in sončnih krem, katero je poimenovala 
Keratin. Na izdelku je navedeno, da zaradi pretvorbe beta-karotena v vitamin A krema deluje 
obnovitveno, pomlajevalno, hkrati pa nas ščiti pred UV sevanjem, za katerega je znano, da 
povzroča staranje kože in njeno izsušenost ter nastajanje gub (Kozmetika Afrodita, 2017).  
4.3 BOTULIN TOKSIN 
Botulin toksin je nevrotoksin, katerega naravno proizvajajo bakterije vrste Clostridium 
botulinum. Je eden bolj nevarnih toksinov in eden najbolj strupenih  bioloških snovi, kar jih 
poznamo (Nigam in Nigam, 2010). Srednja letalna doza (LD50) intravenozno znaša približno 
1 ng/kg mase, pri inhaliranju pa je ta vrednost 3 ng/kg mase (Horowitz, 2005).  En gram 
kristaliziranega toksina, enakomerno razpršenega, bi z inhaliranjem lahko ubil tudi 1 milijon 
ljudi (Arnon in sod., 2001). Polipeptid je sintetiziran kot enojna veriga, ki se izloči iz 
bakterijske celice po neznanem mehanizmu (Connan in sod., 2012). Enoverižni  polipeptid se  
nato cepi na lahko in na težko verigo, ki je odgovorna za vezavo toksina na presinaptične 
receptorje, prav tako pa translokacijo lahke verige skozi endosomatsko membrano (Slika 4) 
(Kedlaya, 2016). Težka veriga preko svojega C-terminalnega konca prepozna specifičen 
površinski receptor na živčnih končičih in tako preko endocitoze omogoča prenos toksina v 
celico. Lahka veriga se translocira v citosol motoričnega nevrona, kjer ima dostop do 
proteinskih substratov. Je od kofaktorja cinka odvisna veriga, ki specifično cepi (ang. soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein receptor, SNARE) protein, in tako 
blokira sproščanje acetilholina (Connan in sod., 2012), ki je glavni nevrotransmiter živčno-
mišičnega stika na motorni ploščici, kar pa povzroča mišično paralizo (Slika 5) (Nigam in 
Nigam, 2010). Obe verigi sta med seboj povezani z disulfidno vezjo, poleg tega pa je 
botulinski kompleks prav tako povezan še z  nekaterimi drugimi netoksičnimi proteini, s 
katerimi tvorijo komplekse različnih velikosti (Brin, 1997) 
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Slika 4: Struktura botulinskega toksina, ki se iz ene verige po neznanem mehanizmu cepi na lahko in težko 
verigo v aktiven toksin (Kedlaya, 2016).  
 
4.3.1 Produkcija in biosinteza botulina 
Rod Clostridium vsebuje več kot sto sedemindvajset vrst, ki so razvrščene po funkciji in 
morfologiji. Ena od njih, anaerobna, paličasta in gramnegativna bakterija Clostridium 
botulinum proizvaja močan polipeptid nevrotoksin, imenovan botulin, ki pri ljudeh in živalih 
povzroča paralizo živčevja, kar imenujemo botulizem. Bakterije vrste Clostridium botulinum 
pogosto najdemo v zemlji, prav tako pa lahko rastejo v neustrezno steriliziranih in zaprtih 
posodah konzervirane hrane, kar je najpogostejši vzrok za okužbo z bakterijo in posledično 
razvoj bolezni. Učinki botulizma se običajno pojavijo od osemnajst do šestintrideset ur po 
zaužitju živila, okuženega z bakterijo Clostridium botulinum ali njenimi sporami. Botulinski 
toksin lahko prehaja skozi sluznico črevesja in tam napade periferne motorne nevrone, kjer se 
simptomi zastrupitve kažejo kot težava pri hoji, požiranju in govoru ter napredujejo do 
paralize dihalnih mišic in posledično smrti (Donovan, 2007).  
Botulinski toksin tipa A se uporablja v kozmetičnih aplikacijah estetske kirurgije pod imeni 
Botox, Dysport, Xeomin in drugimi, manj znanimi imeni, ter je le eden od osmih tipov tega 
toksina. Ostali tipi so še B, C1, C2, D, E, F in G, ki so si strukturno med seboj podobni, 
vendar se med seboj razlikujejo tako po lastnostih kot po načinu delovanja, zato jih lahko 
ločimo z imunskimi metodami (Nigam in Nigam, 2010). Botulinski toksin tipa A je 
najmočnejši in zato najučinkovitejši. Pridobivamo ga s kultivacijo bakterije Clostridium 
botulinum, ki toksin naravno proizvaja, nato pa toksin izoliramo z obarjanjem z žveplovo 
kislino in koncentriranjem z ultramikrofiltracijo. Čiščenje kislinske oborine se izvede z 
raztapljanjem le te v kalcijevem kloridu, toksin pa nato oborimo s hladnim etanolom. Nastalo 
oborino raztopimo v natrijevem fosfatnem pufru in centrifugiramo, da po sušenju dobimo 
botulinski toksin v obliki kristalov (Donovan, 2007). Po postopkih čiščenja toksin razredčijo s 
humanim serumskim albuminom, zapakirajo v viale ter liofilizirajo (Kedlaya, 2016). 
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4.3.2 Uporaba botulina 
Uporaba botulina nam je najbolj poznana v kozmetičnih aplikacijah pod komercialnim 
imenom Botox, ki jo promovira ameriška multinacionalna farmacevtska družba Allergan. 
Odobrena je bila leta 2002 s strani FDA (Zvezna agencija za hrano in zdravila) za namen 
kozmetične uporabe začasnega zmanjšanja obraznih gub. Poleg te se botulin prodaja tudi pod 
komercialno znamko Xeomin podjetja Merz Pharma, evropsko podjetje Ipsen pa ga trži pod 
imenom Dysport.  Njegov namen je zgladiti gube na različnih delih telesa, najpogosteje pa se 
ga uporablja na obrazu. V zadnjih letih se je njegova uporaba močno povečala, saj je bila do 
nedavnega uporaba Botoxa omejena na odpravljanje gub le v zgornji tretjini obraza, danes pa 
se uporablja za glajenje tudi globljih gub po celem obrazu, bradi, vratu in prsnem košu. 
Aplicira se ga s pomočjo drobnih igel na prizadete dele, odmerki pa se prilagajajo 
uporabnikovim zahtevam in maso mišice (Nigam in Nigam, 2010). Njegovo delovaje 
paralizira mišice pod gubami, kar jih začasno sprosti. Mišicam se po približno treh mesecih 
vrne funkcija, zato je treba postopek za želeni dolgotrajnejši rezultat ponavljati. Nigam in 
Nigam (2010) prav tako navajata, da obstaja veliko tveganje za razvoj protiteles, ki omejuje 
ponavljajočo se uporabo injiciranja botulina v prizadete dele telesa, zato postopka ne moremo 
ponavljati neomejeno.  Kljub temu da botoks velja za varno in učinkovito snov, novejše 
raziskave dopuščajo možnost, da temu ni tako. Predpostavka za varnost je bila, da botulin 
ostane v tkivu na mestu injiciranja in ne potuje naprej, kar pa je italijanska raziskava na miših 
ovrgla, saj so dokazali potovanje še aktivnega strupa po živčnih celicah, ki ga lahko ponesejo 
do možganov, in ima za uporabnika lahko resne posledice (Rinaldi, 2008).  
 
 
Slika 5: Mehanizem delovanja botulinskega toksina. Prikazane so posamezne faze zastrupitve z botulinskim 
toksinom, vključno s prepoznavanjem površine celic, endocitozo veziklov, prenosom proteaze lahke verige v 
citosol in proteolitično cepitev enega od SNARE proteina. Ti koraki vodijo do zaviranja sproščanja acetilholina 
in posledično paralizo mišične celice (Dickerson in Janda, 2006).  
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Poleg najbolj znane kozmetične uporabe pa se botulin s podobnim načinom delovanja 
uporablja tudi v medicinske namene. Toksin botulin se uporablja za zdravljenje številnih 
motenj v delovanju mišic na vratu, vekah, rokah, nogah in čeljusti, predvsem v povezavi z 
njihovo prekomerno aktivnostjo. Majhna količina skrbno usmerjenega toksina blokira 
sproščanje acetilholina v živčno-mišičnem stiku in tako zmanjša prekomerno aktivnost mišic 
(Hughes, 1994). Botulin se uporablja tudi za zdravljenje nekaterih alergij, prekomernega 
potenja ali pri nevropatski bolečini (Mittal in sod., 2016).  
 
4.4 BIOAKTIVNI PEPTIDI  
Bioaktivni peptid je organska spojina, ki vsebuje dve ali več aminokislin (Badenhorst, 2014). 
Število aminokislin najpogosteje ne preseže deset aminokislin, kar je pomembno tudi s 
stroškovnega vidika, saj z naraščanjem števila aminokislin narašča tudi njihova cena 
pridobivanja (Deckner, 2016). Zaradi pozitivnega vpliva na zdravje in zmanjšanega tveganja 
za bolezni se bioaktivni peptidi vedno pogosteje uporabljajo v prehranskih dopolnilih, 
farmacevtskih dodatkih, dodajajo se v razna živila, ki se potem tržijo kot funkcionalna živila 
ter v zadnjem času tudi v kozmetične izdelke. Njihova funkcionalnost je močno povezana z 
njihovo absorpcijo ter zmožnostjo potovanja skozi prebavni trakt v primeru vnosa s hrano in 
zmožnostjo penetracije skozi kožo pri kozmetičnih aplikacijah (Korhonen in Pihlanto, 2006). 
4.4.1 Produkcija in biosinteza bioaktivnih peptidov 
Pri pridobivanju bioaktivnih peptidov iz proteinov se kot posledica proteolitične razgradnje 
spremeni molekularna konformacija nativnih proteinov in tako lahko pridobimo funkcionalne, 
stabilne in aktivne peptide za uporabo v kozmetiki (Panyam in Kilara, 1996). Zaradi različnih 
pozitivnih vplivov bioaktivnih peptidov na zdravje so znanstveniki namenili veliko pozornosti 
njihovi izolaciji, analitiki, čiščenju, identifikaciji in kvantifikaciji. Te metode se skozi čas 
izboljšujejo, vendar se bioaktivni peptidi v naravi proizvedejo v omejenih količinah, zato 
poskušajo naravne vire nadomestiti na tri različne načine. Kemijska sinteza za nastanek 
peptidne vezi med posameznimi aminokislinami uporablja kemijske reagente (Andreu in 
Rivas, 2002), medtem ko pri encimski sintezi nastanek peptidne vezi katalizirajo encimi 
(Boeriu in sod., 2010). Encimska hidroliza je izvedena pod blagimi pogoji, ki jih je mogoče 
enostavno nadzirati in hkrati omogočajo, da dobimo produkte z dobro definiranimi funkcijami 
(Clemente, 2002). Eden izmed načinov pa je tudi uporaba tehnologije rrekombinantne DNA 
(Sewald in Jakubke, 2002).   
4.4.2 Uporaba  
Delovanje celičnih procesov je v veliki meri odvisno od interakcij specifičnih aminokislinskih 
sekvenc, v obliki peptidov ali proteinov. V povezavi s kožo so proteini in peptidi vključeni v 
mnogo procesov, med drugimi tudi v modulacijo in razmnoževanje celic, vnetja in 
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melanogenezo. Produkcija in oblikovanje bioaktivnih peptidov pa ponuja nove možnosti na 
področju farmacevtskih in kozmetičnih izdelkov za nego kože (Fields in sod., 2009). Pri 
uporabi peptidov v kozmetične namene je poleg stabilnosti in funkcionalnosti pomembna 
zmožnost prehajanja peptidov skozi kožo, saj šele takrat lahko pride njihova funkcionalnost 
do izraza. Vendar pa koža predstavlja resnično oviro za prehod peptida skozi njeno roženo 
plast odmrle kože, katere naloga je med drugim preprečevati vstop zunanjim snovem v njeno 
notranjost. Peptidom olajšajo prehod skozi povrhnjico in obstoj v dermisu nove farmacevtske 
strategije, ki uporabljajo izpopolnjene nosilne sisteme, kot so elastični vezikli v obliki 
liposomov, nano vlakna, mikroemulzije in konjugacija s peptidi, ki lahko prehajajo skozi 
povrhnjico. Če peptidi ostanejo le na površini in ne prodrejo v globlje plasti kože, se sčasoma 
sperejo in nimajo pozitivnega učinka na kožo (Badenhorst, 2014). 
 
Ker je velika  večina vseh naravnih procesov v našem telesu signalizirana in modulirana 
izključno z interakcijo specifičnih sekvenc aminokislin, bodisi kot peptidov ali posameznih 
delov proteina, imajo bioaktivni peptidi svetlo prihodnost za širok spekter njihove uporabe v 
terapevtskih aplikacijah. Peptide znamo enostavno in skoraj brezstopenjsko preko substitucije 
aminokislin in modifikacije prirediti za uporabo v terapije, ki posnemajo naravne procese. Ta 
lastnost loči peptidno tehnologijo od ostalih tehnologij in pripravkov za nego kože v  
učinkovitosti, topnosti, toksičnosti, načinu priprave in s tem povezanimi stroški ter 
specifičnostjo delovanja. Še več, poleg bolj naravnega pristopa in izredno širokega spektra 
uporabe aktivnih sestavin imajo bioaktivni peptidi tehnološko zmogljivost prilagajanja, da jih 
lahko razvijemo in usmerimo v specifične tipe kože, glede na barvo, starost kože ter različna 
kožna obolenja in napake. Danes najbolj znana uporaba bioaktivnih peptidov na področju 
kozmetike in dermatologije se navezuje na stimulacijo kolagena in glajenja gub z botoks 
podobnimi učinki, pa tudi zmanjševanje brazgotin, vnetij in ran ter izenačevanja tena kože. V 
membrani, ki ločuje epidermis od dermisa, je območje ekstracelularnega matriksa, ki je 
bogato s proteini, med drugim kolagenom, epulirginom, lamininom, fibronektinom in 
elastinom. Matriks služi tudi kot posrednik z receptorji izzvanih interakcij med celicami, 
njihovo usmerjeno rast in diferenciacijo. Večina teh funkcij je povezanih s peptidno 
signalizacijo matričnih peptidov, ki potujejo do celičnih receptorjev. Dokazano je, da ima 
starejša koža zmanjšano produkcijo novega kolagena in povečano proteolitično aktivnost, 
zato je rezultat povečana razgradnja kolagena. Starejši fibroblasti kažejo zmanjšano sintezo 
kolagena tipa 1, poleg tega se razmnožujejo veliko počasneje kot fibroblasti v mladi koži. Ena 
od aktualnih rešitev je sinteza peptidov, oblikovanih na podlagi popravljalnih sekvenc in 
razvitih za namen kozmetične uporabe pomlajevanja in obnavljanja kože, kot sta palmitoil 
pentapeptid-3 in palmitoil oligopeptid podjetja Sederma v Franciji (Fields in sod., 2009). 
Palmitoil pentapeptid-3 je sintetični material, ki izvira iz prokolagena in stimulira produkcijo 
fibronektina ter kolagena tipa 1 in tipa 3 (Robinson in sod., 2005). Na drugi strani ima 
palmitoil oligopeptid elastinsko sekvenco, ki stimulira rast fibroblastov ter pospešuje 
angiogenezo (Fields in sod., 2009). 
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Čeprav je botulinski toksin še vedno najbolj razširjen protein, namenjen glajenju gub na način 
zaviranja sproščanja acetilholina v motorično ploščo in posledične začasne mišične paralize,  
se zanj iščejo primerne alternative. Sintetični proteini, ki posnemajo aminokislinsko zaporedje 
sinaptičnega proteina (ang. Synaptosomal-associated protein 25, SNAP-25) imajo potencial 
nadomestiti botulinski toksin, saj so specifični inhibitorji nevrosekrecije ob mikromolarnih 
koncentracijah, kar pomeni da blokirajo sproščanje nevrotransmitorjev iz živčnih celic. Da bi 
se izognili potrebi po vbrizganju snovi v obraz in olajšali prehodnost proteinov in peptidov 
skozi membrano imajo novi primeri krajše aminokislinsko zaporedje, hkrati pa ohranjajo 
njihovo biološko aktivnost in funkcijo (Fields in sod., 2009). Iz SNAP-25 pridobljeni 
heksapeptid acetil heksapeptid-3 vsebuje le šest aminokislin, vendar kljub temu dosega želene 
rezultate v povezavi z nevrosekrecijo (Apland in sod., 1999).  Ta heksapeptid izdeluje 
kozmetično podjetje Lipotec s sedežem v Španiji, ki ga trži pod komercialnim imenom 
Argireline (Fields in sod., 2009). Klinična študja, objavljena v International Journal of 
Cosmetic Science poroča, da acetil heksapeptid-3 v 10 % koncentrirani raztopini zmanjša 
globino gub za 30 % po redni 30-dnevni uporabi (Blanes-Mira in sod., 2002). Te ugotovitve 
kažejo, da je pridobljen heksapeptid varna kozmetična alternativa botoksu in daje podobne 
rezultate pri zmanjšanju obraznih gub, zato bodo v prihodnosti sintetizirani bioaktivni peptidi 
lahko povsem nadomestili sedanje postopke s toksičnim botulinskim toksinom (Fields in sod., 
2009). 
 
Dober primer uporabe bioaktivnih peptidov je tudi podjetje Helix BioMedix, ki razvija 
bioaktivne peptide, ki se lahko uporabljajo za zdravljenje vse več dermatoloških stanj, 
vključno z aknami, glivnimi in bakterijskimi okužbami (Helix BioMedix, 2017). 
5 ZAKLJUČEK 
Kozmetična industrija je vseskozi prisotna panoga, ki še vedno pridobiva na popularnosti. 
Njene oblike se spreminjajo, ostaja pa cilj pridobiti vedno bolj naravne in kakovostne izdelke, 
ki je zahvaljujoč tudi mikrobnim produktom, vedno bolj realen in dosegljiv. Pridobivanje 
aktivnih sestavin z načinom mikrobne produkcije ima visok potencial uporabnosti, prav zaradi 
enostavnega pridobivanja, hitre rasti mikroorganizmov in neomejenih surovin. Poleg tega 
mikrobi sintetizirajo mnoge produkte, za katere učinka še vedno ne znamo natančno 
opredeliti, zato ostaja v tej smeri potencial razvoja še odprt.  
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